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Miles Inc. is submitting a study under the TSCA Section 8(e) Compliau~ Audit 
Program (CAP Agreement 8E -CAP-0065). 

The te!;ted chemicals in the attached documents are Desmodur 44M and Desmodur 
44 V 20 and can be represented by the CAS Regi stv-y Numbers 101 -68 -8 and 
9016 -87-9 . 

The titles of the accompanying documents are Salmonella/Mikrosomen- Test Zur 
Untersuchung Auf Punktmutagene Wirkung by B. Herbold, dated August 1, 1980 and 
Sa 1 mone 11 a/Mi krosomen -·Test Zur Untersuchung Auf Punktmutagene Wi rkung by P. 
Herbold , dated July 17, 1980 . 

The results in this study that may be considered reportable according to t~e 
TSCA 8(e) Reporting Guide include positive findings in in-v itro mutagenicity 
tests supporting a positive find~ng of carcinogenicity in a chronic study. 

These compounds have not been the subject of a previous TSCA Section &(e) 
submission or premanufacture notification. 

The information submitted in this report is not con~idered Confidential 
Business Information. 

If you have any questions on th ·is submission, please contact me. 

547.LTR/ vmk 
Attachments 
Certified Maii P 827 215 547 

Sincerely, 

~~w~ 
Donald W. LamD, Ph.D 
Vice Prf:!sident 
Product Safety and Regula ~ory Affairs 
412-777 -7431 
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ZUSAMMENFASSUNG 

1. Desrr.odur 4 4 M wurde im Sa.lmonella/Mikrosomext-Test in Cos en 

bis 2500~g pro Platte an einer Salmonella~ typhimurium LT2-

Mutantc erganzend mit Aceton als Losungsrnittel auf mutagene 

Wirkung geprlift. Hierbei handelte es sich urn den histidin

auxotrophen Stamm TA 100. 

2. Dosen bis zu. 2500 ~g pro Platt€ flihrten nicht zu bakterien-
' 

toxischen Effekten. Die Gesamtk~imzah1en bl~eben unver~ndert. 

Eine Wachstumshemmung konnte nicht festgestellt werden. Mit 

der Dosis 2500 ~g pro ?latte kam es zu Substanzprazipita-

tionen. 
'</ 

3. Es h ·nden sich ~ almonella typhimurium TA 100 Hinweise 

auf e ine mutagene Wirkung von Desmodur 44 M. Hierbei lieB 

sich eine biologisch relevante Erhohung der Mutantenzahlen 

auf etwas mehr als das Doppelte der Negativ-Kontrolle fest

stell·err..., Die n .iedrigste effektive Dosis lag fUr Salmonella v 
typh,.II\Urium TA 100 bei 20 ~g pro Platte. Desmodur 44 H muB 

daher als schwach aber eindeutig mutag~n im Salmonella/ 

~Mtkrosomen-Test bezeichnet wer.den. 

4. Die P0giciv-Kontrollen Endoxan® und 2-Aminoanthrazen 

wirkten deutlich mutagen, wie au~ dem biologisch relevanten 

Anstieg der Mutantenkolonien gegenliber der jeweiligen 

Negativ-Kontrolle ersichtlich ist. 
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1. METHODEN 

Die Methodik entspricht bis auf die hier zusat?.lich ange

gebener Punkte der im Ber l cht 91 30 vom 9.5.1980. 

1. Die Untersuchungen erfo l ten nur mit S-9 Mix. 

2. Die S-9 Fraktion starnrnte 3Us der Aufarbeitung vom 29.4.1980. 

3 . Als L6sungsmittel diente flir Desruodur 44 M Aceton flir 

2-Arninoanthrazen DMSO sowie flir Endoxan entmineralisiertes 

Wasser. 

Die Untersuchung erfolgte im Mai 1980 am Instit~t flir 

Toxikologie. Alle Rohdaten befinden sich im Archiv dieses 

Instituts. 

Studie Nr.: DESMODUR 44 M/007 
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2. ERGEBNISSE 

Die Mittelwerte der Platten pro Dosis sind aus der Tabelle 1 

<::u entnehmen. 

Wie sich hieraus ersehen l!Bt, ergab sich keiWHinweis auf 

eine bakterientoxische Wirkung von Desmodur ·44 M in Dosen bis 

2500 ~g pro Platte. Die Gesamtkeimzahlen erbrachten flir diese 

Konzentrationen irnmer die gleichen Werte wie die Negativ-Kon

trolle oder differierten nur unwesentlich und biologisch 

irrelevant. Eine Wachstumshernmung konnte ebenfalls nicht 
.... _, 

festgestellt werden. Mit 2500 ~g pro ?latte kames jedoch 

zu Substanzpr!zipitationen. 7 
(., 

Mit Salmonella typhimur~~m TA 100 lieB sich eine dosisab-

hangige Erhohung der M~tantenzahlen auf etwas mehr als das 

Doppelte der NegativtKontrolle feststellen. 

Die niedrigste effektive Dosis lag hierbei flir Salmonella 

typhimurium TA 100 bei 20 ~g pro Platte (Tabelle 1). 

0 
Die ·Posi~v-Kontrollen Endoxan(!' und 2-Arninoanthrazen erhohten 

die Zahl der Mutanten weit tiber die Negativ-Kontrollen und 

zeigt~n somit die Sensitivitat des Systems und die Aktivitat 
v' 

q~s S-9 Mix, da sie zur mutagenen Wirkung weitgehend der 

. m~tabolischen Aktivierung bedlirfen. 
I 
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3. BEURTEILUNG 

DESMODUR 44 M ftihrt:e im Salmonella/Mikrosomen-Test nach Ver

wendung von Dosen bis 2 ~ 00 ~g pro Platte nicht zu bakterien

toxischen Effekten. Mit 2500 ~g pro Platte kam es jedoch zu 

Substanzprazipitationen. 

Die Auswertung der einzelnen Dosisgruppen ergab hinsichtlich 

der fur die Beurteilun.g wichtig.en Parameter (Dosiseffekt, Ver

doppelung) an Salmonella typhimurium TA 100 klare biologisch 

relevante Unterschiede zu der Negativ-Kontrolle, die als 

mutagene Effekte von Desmodur 44 M zu deuten sind. Somit wurde 

der Befund des Berichts 9130 auch mit Aceton als Losungsmittel 

bestatigt. 

Das Ausbleiben einer mutagenen Wirkung in Dosen tiber 100 ~g 

pro Platte ist wohl auf eine Substrathemmung der Enzyme des 

S-9 Mix jurch die Substanz zurtickzuftihren. 

Die Positiv-Kontrollen erhohten trotz der eingesetztcn 

niedrigen Dosen die Mutantenzahlen klar liber die Negativ

Kontrolle und zeigten dadurch die hohe Sensitivitat des 

Systems. 

Aufgr.und dieser Sensitivitat konnten im Salmonella/Mikros0men

Test klare Hinweise auf schwache mutagene Effekte von Desmodur 

44 M in bewertbaren Dosen bis 2500 ~g pro Platte an Salmonella 

typhimurium TA 100 gefunden werden. 

l 

I - I 

Vi ... / k.L. 

Prof.Dr.D.Lorke 

Institutsleiter 

k I 
Dr. B. Herbold 

Versuchsleiter ~~ 
l"at. f. TCJxikolog 'fl 

Arc.hiv 
f (' ·~ ~ ·~1 • ~ . l · .• 8•J 
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Salmonella/Mikrosomen- Test mit Desmodur 44 H t 
.-<J 

I 

}- an Salmonella typhimurium TA 100 Tabelle 1 

f i 
D o s 1 s Mu~anten I Platte Geaamtkeimzahl M/P Behandlun~ ! 

in 
'iM/P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle 

t 
~g pro Platte f (~ 

r + S-9 Mix 1- S-9 Mix X 1c 8 
+ S-9 Mix j - S- 9 Mix r 

r 
i 

2500 I 109,5 I I 276,0 I 1,03 I I I 
' i 

500 I 143,0 ' I I 
242~5 I 1,3~ I ! ! 

[ 
~ 

.,:; I I I i 
100 I 259,8 I I ., 230,1 2,45* I 

f 
l 
l 

20 I 223,5 I I 306. ~6 I 2,11* I I I 
I 
I 

' 
4 126,0 I 242 , 6 1 , 19 I ~ 

[ 

I I ,-
Negativ- Kontrolle ' 106 , 0 86,8 316,7 -~ 1,00 1 t 00 

0 I ...... I 
..... l 

' Positiv-Kontrolle I I ' 265,3 135,0 309,5 ,. 2,50* 1, 57 I Endoxan 435 

Positiv- Kontrolle I I ' I I I I 2443,3 116,5 I 283,5 23,05'~ I 1, 35 
2-Aminoanthrazen 10 I 

I 

* wutagener Effekt l 
' f 

r 
t 



BAYER AG 

INSTITUT FUR TOXIKOLOGIE 

Be~icht Nr. 9130 

5600 Wuppertal 1 9.5.19t 

Exemplar Nr.: 3 

®0 
DESMODUR 44M 

(MDI) 

SALMONELLA/ MIKROSOMEN-TEST ZUR UNWERSUCHUNG AUF PUNKTMUTAGENE 
.... .,._ 

WIRKcrNG 

von 

Dr. B. Herbold 

Die Vervielfal tigung dieses Berichtes - auc . auszugsweise -

ist untersagt. Falls erforderlich, konnen weitere Exernplare 

vorn Autor angefordert werden. 
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BAYER AG 

INSTITUT FUR TOXIKOLOGIE 

Bericht Nr.: 9303 

I' 
. <· 

DESMODUR 44 M 

5600 Wupp9rtal 1, 17.7.1980 

Exemplar Nr. : 3 

Erganzung zum Bericht 9~30 vom 9.5.1980 

SALMONELWA/ MIKROSOMEN-TEST ZUR UNTERSUCHUNG AUF PUNKTMUTAGENE 

WIRKU""i.;G 

von 

Dr. B. Herbold 

Die Vervielfaltigung dieses Berichtes - auch auszugsweise -

ist untersagt . . Falls erforderU.ch, konnen weitere Exe mplare 

vom Au.tor angefordert werd9n. 
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7. USA.Mt1ENFASSUNG 

1 . Desmodur 44M wurde im Salmonella/Mikrosomen-Test in Dosen 

bis 2500 ~g pfO Platte an vier Salmonella typhimurium LT2-

Mutanten auf mutagene Wirkung geprlift. Hierbe i handelt es s i ch 

t~ die h i stidin-auxotrophen Stamme TA 1535, TA 100, TA 15 37 

und TA 98. 

2. Dosen bis zu 20 ~g prr Platte flihrten nicht zu b~~terien

toxischen Effekten. Die Gesamtkeimzahlen bliebe n unverandert. 
- \ 

Eine \'lachs tumshemmung konnte nicht festges~ll t werden. Im 

darliber l i nausgehenden Dosisbereich wirk..._tr die Substanz sowohl 

ohne als aJch mit S-9 Mix stammspezifisch bakterientoxisch, 

so daB dieser nur bedingt ~ ur Bewertung herangezogen werden 

konnte. Mit der Dos is 2500 ~g pro Platte kames zu Substanz

prazipitationen. 

\ 
3. Es fanden sich an Salmonella typhimurium TA 100 und TA S8 

' Hinweise auf eine mutagen~Wirkung von Desmodur 44M. Hierbei 
''0 

lief. sich an Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 eine 

biologisch relevante Erhohun g de r Mutantenzahlen auf mehr als 
\' 

das 0oppelte der ' eweiligen Negativ- Kontrolle feststellen. 

Die niedrigste effektive reproduzierbare Dosis betrug hierbei 

flir Salmonella typhimurium TA 100 20 ~g pro Platte und flir 

TA 98 100 ug pro Platte. Desmodur 44M muB daher als eindeutig 

mutagen CJm Salmone l la/Mikrosomen-Test bezeichnet werden. 

~ 
4. Die Positiv-Kontrollen Endoxan~ und Trypaflavin wirkten 

~~~nfalls deutlich mutagen, wie aus dem biologisch relevanten 

Anstieg der Mutantenkolonien gegenliber der jeweiligen Negativ

Kontrolle ersichtlich ist. 
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1. EINLEITUNG 

D.ie .Mutageni tat !""untersuchungen an Desrnodur 4 4M erfolgten rni t d.ern 

Salrnonella/ Mikrosornen-Test nach Ames et al. (1973a, 1975), de·c 

besser t;.nter dern Trivialnarnen Ames-Test bekannt ist. 

Bei Desrnodur 44M handElt es sich urn ein Produkt der Sparte PU, 

das auch unter der Bezeichnu:r.g MDI bek mnt ist. 

Der Salmonella/Mikrosdrnen ·Test stellt eine Methode zu Screening

Untersuchungen auf die punktrnutagene WirY-ung chernischer Agenzien 

in vitro dar. Der Nachweis solcher Effekte erfolt an auxotrophen 

Mutanten von Salmonella typhirnuriurn. Hierzu wird die Rlickrnutations

rate zur Prototrophie in Negativ-Kontrollen und Behandlungsgruppen 

untersucht. Aus einer ausreichenden Erh6hung dieser Rate in den 

Behandlungsgruppen laBt sich dann auf eine rnutagene Wirktmg schlieBen. 

Der Saugerstoffwechsel, der in der chernischen Mutagenese von groBer 

Bedeutung ·ist, wird hierbei durch die 9000 g - Fraktion von hornogeni

sierten Sauge r lebern sirnuliert. Zusarnrnen mit Cofaktoren bildet diese 

den sog. S-9 Mix, der das eigentliche Stoffwechselrnodell in diesern 

Versuch darst2 llt. 

Die Methode selbst rnuB als sehr sensibel ~etrachtet werden 

(Herbold et al. 1976, 1978) und ist flir schnelle Screening

Untersuchunsen durchaus geeignet. Nach den vorliegenden Pub

likationen besteht eine hohe Korrelation zwischen rnu.tagenen 

bzw. nichtrnutagenen Befunden i rn Salrnonella/Mikrosornen-Test und 

carcinogener re s pektive nichtcarcinogener Wirkung der unter

suchten Substanz (McCann et al. 1975a, 1976; Purchase et al. 

1976, 1978). Der Test stellt also auch ein gutes System zurn 

Screening· auf carcinogene Wirkung dar, wobei man seine ErgJE!b-

nisse jedoch nicht liberbewerten sollte, da diese hohe Korrelations

rate nicht flir aU.e Subst.anzgruppen gel ten dlirfte (Ames, r ·ers. 

Mitte i lung). 

Studie Nr.: DESMODUR 44M/007 
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2 . .METHO!JEN 

2.1 Substanzen 

a) Testsubstanz: Desmodur 44MI Pt. 1010791 ein c hernisch reine 

Korper mit der Summe!lformel c15H10 o2N2 und l ...:r ~~ ·truktur 

Nco-@- CH 2-@- NCO 

b) Positiv-Kontrollen: 

1. Endoxan (Asta)l Pt. 83431 ein verbre~\e~es Zytostatikum1 

dessen Wirkstoff Cyclophosphamid e~_ alkylierendes Agens 

und bekanntes Promutagen darstell~ . 
./ 

2. Trypaflavin (Roth) 1 P.t. 02829951 der Wirkstoff des Pan

flavins und Ri vanols 1 e.i.::. Frameshiftpromutagen. 

) 
2.2 : ndika~ororganismen 

Als Indikatoren zum Punktmutagenitatsnachw~is dienten 

Histid:i.nmangelmutanteQ{_,Von Salmonella typhimurium LT2. 

Diese wurden spezie~ fUr ~en Salmonella/Mikrosomen-Test 

selektiert. Da si~ Punktmutationen in zwei Grundklassen 

gliedern lassen -~ Basenpaarsubstitutionen und Frameshift 

mutationen - kamen me:1rere Stamrne zur Verwendung I durch 

die beide Typen erfaBbar sind.. Dies waren die von Ames 

et al. (1973b) selektierten Stamrne Salmonella typhimurium 

TA 153~und TA 15371 sowi~ die von McCann (1975b) ent

wick~ten Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98. TA 1535 

~d TA 100 tragen hierbei die Basenpaarsubstitution his 

~/G 46, wobei TA 100 zusatzlich noch das Plasmid pKM 101 

enthalt. Dieser R-Faktor, der auch in TA 98 enthalten ist, 

codiert eine Ampicillinresistenz und soll die Sensitivitat 

der Starnrne erhohen. TA 1537 und TA 98 tragen Frameshift

marker. Bei TA 1537 ist dies die +1-Mutante his C 3076 und 

bei TA 98 der +2-Typ his D 3052. 

Weiterhin besitzen alle Stamrne noch zwei weitere Eigen

schaften gemeinsam, durch die ihre Sensitivitat erhoht 

werden sell. Einerseits sind sie deep rough, d.h. ihre 

Lipopolysaccharid-Seitenketten sind teilweise nicht vor

handen, so daB auch gr6Bere MolekUle in das Bakterium eindringen 



- 5 -

und Mutationen erzeugen konnen. Andererseits ist ihre UV

repair so gestort, daB Schaden, wie sie auch durch UV-Licht 

ausgelost werden (z.B. Thymindimere), nicht mehr behoben 

werden konnen und somit als Mutationen manifest werden. 

Bakterienkulturen wurden nach den Vorschriften von Ames et al. 

(1973b) und McCann et al. (1975b) hergestellt und bei -80°C 

in 0,5 ml Portionen gelagert. Zur Benutzung wurce pro Stamm 

eine Portion aufgetaut und davon je 0,1 ml i n ein Rohrchen 

mit 5ml 37°C warmer Nutrient Broth liberflihrt. 

2.3 S-9 Mix 

l ur Verstoffwechselung diente S-9 Mix, der aus den Lebern von 

mindestens 6 adulten mannlichen Sprague Dawley Ratten, ca. 

200-300 g schwer , hergestellt wurde. Zur Enzyminduktion er

hielten die Tie~e 5 Tage vor der Aufarbeitung eine einzige 

intraperitoneale Injektion Aroclor 1254 in einer Dosis von 

500 mg/kg Korpergewicht, gelost in ErdnuBol. Die Tiere ~Jrden 

entsprechend den Angaben von Ames et al. (1975) aufgearbeitet 

und dj.e S-9 Fraktion bei -80°C in 10 ml-Portionen gelagert. 

Zur Verwendung wurden diese Portionen in Eiswasser langsam 

aufgetaut. Der S-9 Mix wurde frisch bereitet (Ames et al. 

1973a), wobei die S-9 Fraktion aus der Aufarbeitung vorn 

17.3.1980 stammte und zu 30% im fertigen S-9 Mix enthalten 

war. 

2.4 Versuchsdurchflihrung 

Die Versuchsdurchflihrung erfolgte nach Ames e~ al. (1973a, 

1975). Zur Mutantenbestimmung wurden pro Substanz und Dosis 

je 4 N!hrb5den pro Stamm benutzt. Als Negativ-Kontrollc dienten 

ebensoviele Platten, wobei diese mit dem Losungsmittel ohne 

Testsubstanz beschickt wurden. 

Zur Gesamtkeimbesti~~ung dienten in allen Gruppen je 2 Platten. 

Die Denutzten Bakteriens uspensionen stammten aus 24-Stunden

Kulturen in Nutrient Broth, die bei 37°C bebrlitet worden 

waren. Zur Gesamtkeimbestimmung diente hierbei eine Verdlinnung 

der Stufe 10-6 • 
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Alle Gruppen wurden mit S-9 Mix versehen; zusatzlich wurden 

sie auch ohne S-9 Mix untersucht, urn eventuelle Entgiftungen 

durch den Stoffwechsel zu erfassen. 

Nachdem die Platten 48 Stunden bei 37°c inkubiert worden war~ , 

wurden sie ausgezahlt. 

Es wurden folgende Dosen pro Platte im Hauptversuch untersucht: 

1.19 pro Platte 

1 . Negativ-Kontrolle 0,0 
·~ 

'<..,.. 
2. Desmodur 44M 2500,0 

" 3. Desmodur 44M 500,0 

4 . Desmodur 44M 100,0 <Q 

5 . Desmodur 44tw< 2 0,0 

6 . Desmodur 44M 4,0 

7 . Positiv-Kontrolle Endoxan 435,0* (nur TA 1535 und TA 

8. Positiv- Kontrolle "l.'rypaflavG 200,0 (nur TA 1537 und 
( 

Die Dosen der Wiederholt,IDgsversuche lassen sich aus den 

Tabellen 5 bis 8 entnen."tlen. 
-.\ 

TA 

Als L6sungsmitt el d i ente fUr Desmodur 44M und Trypaflavin 

DMSO sowie fUr Bz;1dmcan entmineralisiertes Wasser . 

Di e Untersuch\mgen erfolgten von Marz ·)is April 1980 am 

Institut flir Tcxikologie. Alle Rohdaten befinden sich im 

Archiv dieses Instituts. 
0 

~ 
2.5 Bewertung der Ergebnisse 

~ 

100) 

98) 

~/ Als positiv gilt eine reproduzierbare dosisabhangige Erh6hung 

der .Mutantenzahlen mindestens eines Stammes, wobei in etwa das 

Doppelte der Negativ-Kontrolle erreicht werden sollte. 

* entspricht 300,0 1.1g Cyclophosphamid 
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3. ERGEBNISSE 

Die Mittelwerte der Platten pro Dosis sind aus den Tabellen 1 

bis 8 zu entnehmen. 

Wie sich hieraus ersehen labt, ergab sich kein Hinweis auf eine 

bakterientoxische Wirkung von Desmodur 44M in Dosen bis 20 ~g 

pro Platte. Die Gesamtkeimzahlen erbrachten fUr diese Konzentra

tionen immer die gleichen Werte wie die Negativ-KontLollen oder 

differierten nur unwesentlich und biologisch irrelevant. Eine 

Wachstumshemmung konnte ebenfalls nicht festgestellt werden. 

Hohere Dosen wirkten s owohl ohne als auch mit S-9 Mix stamm

spezifisch bakterientoxi s ch und waren daher fUr eine Beurteilung 

nur bedingt ausschlaggebend. 

Mit 2500 ~g pro Platte kam es jedoch zu Substanzprazipitationen. 

Mit zwei der vier verwendeten Stamme lieS sich eine dosisab

hangige Erhohung der. Mutantenzahlen auf mehr als das Doppelte der 

jeweiligen Negativ-Kontrol l e feststellen. Bei diesen Sta~rnen 

handelte es sich urn Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 

(Tabellen 2 und 4). 

Die Befunde an Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 wurden 

durch die Wiederholungsversuche bestatigt (Tabellen 5 und 7). 

Die niedrigste effektive und reproduzierbare Dosis lag hierbei 

fUr Salmonella typhimurium TA 100 bei 20 ~g p r o Platte (Tabell e n 

2 und 5) und fUr Salmonella typhimurium TA 98 bei 100 ~g pro 

Platte (Tabellen 4 und 7). Positive Befunde ergaben sich nur mit 

S-9 Mix. 

Da sich an TA 1537 unklare Phanomene ergaben, wurden die 

Untersuchungen mit diesem Stamm zweimal wiederholt (Tabellen 

6 und 8). Diese Versuche erbrachten jedoch nur negative 

Resultate. 



- 8 -

Die Positiv-Kontrollen Endoxan~ und Trypaflavin erhohten 

die Zahl der Mutanten ebenfalls weit tiber die Negativ-Kon

trollen und zeigten somit die Sensitivitat des Systems und 

d ie Akt i vitat des S-9 Mix, da sie zur mutagenen Wirkung weit

gehend der metabolischen Aktivierung bedlirfen. 
~ 

\ ' 

0 
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4. BEURTEILUNG 

Desmodur 44M flihrte im Salmonella/Mikrosomen-Test nach Ver

wendung von Dosen bis 2500 ~g pro Platte ab 100 ~g pro Platte 

sowohl mit als auch ohne S-9 ~ix zu bukterientoxischen Effekten . 

Niedrige~e Dosen flihrten nicht zu einer Verminderung des Tite~s 

oder des Backgrou~dwachsturns. Mit 2500 ~g pro Platte kames 

jedoch zu S~bstanzprazipitationen. 

Die Auswertung der einzelnen Dosisgruppen ergab hinsichtlich der 

fUr die Beurteilung wichtigen ParamP.ter (Dosiseffekt, Verdoppelung) 

an Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 klare biologisch rele

vante Unterschi~de zu den jeweiligen ~egativ-Kontrollen, die als 

mutagene Effekte von Desmodur 44M zu deuten sind. Da hierbei die 

niedrigsten effektiven und reproduzierbaren Dosen im niedr gen 

Dosisbereich lagen und die mutagene Wirkung an .Salmonella 

typhimuriurn TA 100 und TA 98 zu beobachten war, mu8 Desmodur 

44M als eindeutig mutagen im Salmonella/Mikrosomen-Test be

zeichnet werden. 

Die Positiv-Kontrollen erhohten trotz der eingesetzten niedrigen 

Dosen die Mutanten~ahlen ebenfalls klar tiber die Negativ-Kon

trollen und zeigten dadurch die hohe SensitivitMt des Systems. 

Aufgrund dieser Sensitivitat konnten im S~lmonella/Mikrosomen

Test kla~e Hinweise auf mutagene Effekte von DeP~odur 44M in be

wert.baren Dosen bis 2500 ~g pro Platte an Salmonella typhimurium 

TA 100 und TA 98 gefunden werden. 

L~ 
Prof.Dr.D.Lorke Dr. B. Herbold 

!n::;titutsleiter Versuchslei t:..er 
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a Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M 

D o s 1 s 
in 

ug pro Platte 

2500 

500 

100 

1---- -

20 

4 

Negativ-Kontrolle 
0 

Positiv-Kontrolle 
Endoxan 435 

an Salmonella typhimurium TA 1535 

' 

.tP 
Mutanten I Platte Gesamtkeimzahl M/P Behandlung 

--)' (~P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle 

+ S-9 Mix 1- S-9 Mix X 1cP + S-9 Mix I - S-9 Mix 

0*** I 0*** 140,6** - I -
<9 

I 
4,0 

-<j 
123,1** 1,07 I 0,57 7,5 I 

I -- I " 
' 

8,7 I 5,5 ,{) 191,4** 1 ,24 I 0,79 

I ls n-o I 
6,0 6,0 0,86 

' 
0186 -

I 
5,5 I 5,5 286,9 0,7':J 

' 
0,79 

----I () t I 
7,0 I 7,0 232,0 

~! 
1,00 

I 
1,00 

-

239,5 1 16, 5 120,2** r f-4,21* I 2,36* 

( ) 

* mutagener Ef fekt 
** bakterientoxischer Effekt 

*** Backgroundwachstum (5) 
-7 

Tabelle 1 



D o s i s 
in 

tJg pro Platte 

\ ?-500 

500 

100 

20 

4 

Megativ- Kontrolle 
0 

Positiv- Kontrolle 
Endoxan 435 

Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M 

an Salmonella typhimurium TA 100 

Mutanten I Platte Gesamtkeimzahl 
(M/P) pro ml 

+ S-9 Mix 1- S-9 Mix X: 108 

154,0 

439,0 

635,5 . 
374,8 

128,0 

119,8 

370,0 

I 118,0 28,8 

I 102 , 0 22,3 

I 
I 119,3 19,0 

I 96,8 24,0 

I 
I 107,0 25,8 

I 

I 
109,5 24,4 

I 150,5 21 , 3 

~-~---------

* mutage ne r Effekt 
** bakte rie ntoxischer Effe kt 

*** Backgroundwach s tum (5) 

~ 

Tabelle 2 

MLP Dehandlung 
M/P Negati~-Kontrolle 

+ _S- 9 Mix I - ~-9 Mix 

1,29 I 1,08 

3,66* I 0,93 

I 
5,30* I 1, 09 

3, 13 I 0,88 

l 
1,07 

I 
0,98 

! 

1,00 
I 

1, 00 I 

I 
' 

I 
3,09*. I 1,37 

I 
J 
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I 
I 

IJ 0 8 1 8 
in 

tJg pro Platte 

2500 

500 

100 

20 

4 

Negativ-Kontrolle 
0 

Posit lv-K0n~rc ~· e 

Trypaflavin 200 

Salmonell3/Mikros omen-Test mit Desmodur 44M 

an Salmonella typhimurium TA 1537 Tabelle 3 

' 

~ 
Mutanten I Platte Gesamtkeimzahl MLP D~handlung 

--1(~P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle 

+ S-9 Mix 1- S-9 Mix X 108 + S-9 Mix J - S-9 Mix 

0*** I 6,0*** 178,4 - I 0,75 

6J 

8,0 I 5, 5***--1 178,7 0,89 I 0,69 

I 
L-

I .... 

' 6,0 I 4, 0 /(' 178,8 0,67 I 
0,50 

5,5 I 6,0 -t 9 t'14 0,61 I 0,75 

I J 
7,0 I 4,S 175,4 0,78 

I 
0,56 

9,0 
I 

8 , 0 180,4 ) > 1, 00 
I 

1, 00 

I '; I 
I 

r . 
~9,50* I 17,56* 355,5 140,5 197,2 

* mutagener Effekt 
*** Backgroundwachstum (5) 

<. 
.·, 

_., 
i 



Sa l monel la / Mikrosomen-Tes t mi t De s mod ur 44M 

an Salmonella t y phimurium TA 98 Tabelle 4 

D o s i s Mutanten / Platt~ Geaamtkeimzahl M/P Behandlung 
in (M/P) pro ml M/P ~egativ-Kontrolle 

~g pro Plattf: 

+ S-9 Mix 1- S-9 Mix 
8 

X 10 + S-9 Mix I - S-9 Mix 

2500 21, 0* **. I 8,8*** 260,5 0,39 I 0,28 

500 86 8*** I 27,5*** 309, 9 1,60 I 0,88 , I I 
I 

100 138,5 I 19 , 0 2 71 , 3 2,55* I 0,61 

- I J 
79,0 24,5 297,6 1,45 0,78 20 

I I 
4 35,0 I 17,0 283,2 0,64 I 0,54 

' - I -T 
Negativ-Kontro l l e 

0 
54,3 

I 
31, 3 398,9 1, 00 

I 
1,00 

Positiv-Kontrolle 1660,5 I 21,5*** 399,9 30,58* 

' 
0,69 

Trypaflavin 200 
--------- - ----- -- -- -- -- - -- ---- - - - ---- ___ I ------ ---

* mutagener Effekt 
*** Backgroundwachstu~ (5) 



<9 
-< 

0 0 5 i 5 
in 

J.Lg pro Platte 

500 

100 

20 

Negativ-Kontrolle 
0 

Positiv-Kontrolle 
Endoxan 435 

Salmonella / Mikro5omen-Test mit De5modur 44M 

~ 
.f 

I 

an Salmonella typhimurium TA 100 

1. Wiederholung 

l.futant@. I Platte Ge5amtkeimzahl 

(M/P) pro ml 

+ S-9 Mix I -S-9 : ix X 10
8 

'-.) 

399,0 I .~ f 363,6 7 
~ 

480,8 
I (-' 

3 f 51 1 
I I, 

I <j 378,6 428,3 
Q 

I 
1 31, 8 

I 
94,0 338,3 

263,0 I 175,5 305,5 5> 

* mutagene r Effekt 

'l'abelle 5 

M/P Behandlung: 

M/P Negativ-Kontrolle 

+ S-9 Mix I - S-9 t-1ix 

J 
3,03* I 

I 
3, 65* 

I I 

I 
I 

3,25* 
I 

I i 

1,00 1,00 i 

I I 

2,00* I 1,87 
__j 

.~ 

,l) 

'! 



D o s i s 
in 

~g pro Platte 

2000 

1000 

500 

- ·· 

Ne gativ- Kontrolle 
0 

Pos itiv- Kontrolle 
Endoxan 435 

Salmone lla/Mikros omen-Tes t mit Desmodur 44M 

an Sa lmone lla typhimurium TA 1537 

1. Wiederholung 

Mutan~en I Platte Ge s amtke imzahl 

+ S-9 Mix 

0*** 

8,8*** 

9,5 

9,5 

193, 5 

(M/P) pro ml 

1- S- 9 Mix X 108 

I 
I 

I 

I 
I 
I 
I 

30,0** 

251,6** 

29 9 , 2 

9,8 310,3 

163,0 289,3 

* mutage ne r Effekt 
** b a kte rientoxischer Effekt 

*** Backgroundwa chstum (5) 

. 

Tabelle 6 

M/P Be handlung 

M/P Ne gdtiv- Kontrolle 

+ S- 9 Mix j - S- 9 Mix 

- I 
I 

0,93 
I 

1,00 I 
I 

1,00 
I 

1,00 

20,37* I 16 ; 63* ' 

-- --~ 
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D o s i s 
in 

IJ9 pro Platte 

500 

100 

20 

Negativ- Kontrolle 
0 

Pos itiv- Kontrolle 
Trypaflavin 200 

Salmonella/Mikrosomen- Test mit Desmodur 44M 

an Salmonella typhimur ium 'I' A 98 
(:' 

f> 1. Wiederholung 

7 

Mutant~ I Platte 

(M/P) 

+ S - 9 Mix 1- S- 9 r;~x 
v 

84,0*** 1 --<! 

119,3** I 
I 

120,8 I 
I 

40,3 
I 

30,0 

1111,0 I 13,0*** 

Gesamtkeimzahl 

pro ml 

X 108 

199,1** 
I 

0" 
/ 225,8** 
I' 

--133 ,4 
0 

312,6 

415,3 ,.,1') 
~· 

* mutagener Effe kt 
** bakterientoxi s che r 

*** Backgroundwachstum 

Tabelle 7 

M/P Behandlung 

M/P Negativ- Kontrolle 

+ S-9 Mix I - S - 9 Mix 

2 ,08* I 
r 

2,96* 
I 

3,00* I 
l 

1,00 
I 

1 , 00 

27,57* I 0,43 

I 

Eff~t 
( 5) . . 

1-' 

-<i 



D o s 1 s 
in 

JJg pro Platte 

2073,6 

1728 

1440 

1200 

1000 

Negativ-Kontrolle 
0 

Positiv-Kontrolle 
Trypaflavin 200 

Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44~ 

an Salmonella typhimurium TA 1537 Tabelle 8 

2. Wiederholung 

Mutanten / Platte 

(M/P) 

+ S-9 Mix 1- S-9 Mix 

0*** I 
I 

5,0*** I 
7,8*** I 
5,3*** I 

I 
8,8*** . I 

' 14,3 
I 

~06,0 I 

Gesamtkeimzahl MLP Dehandlung 

pro ml M/P Negativ-Kontrolle 

X 108 + S-9 Mix I - S-9 Mix 

1' 1 * * - I 
I 

11,9** 0,35 
I 

99,8** 0,55 I 
157 , 5** 0,37 I 

I 
180,0** 0,62 I 

' 257,3 1, 00 
I 

350,2 21,40* I 
* mutagener Effekt 

** bakterientoxischer Effekt 
*** Backgroundwachstum (5) 

i 

I 
I 

I 

J 

I 
. ' . l 

' ~ 

' .: t 
' 
I 
I 
I 
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i st u ntrrs o g t . PR l J ~ erfordc r lich , k5nne n wei~erc Bxe mp l are 

vow l\ul0r ange fordcr t we rd~n . 
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ZUSM1MENFASSUNG 

1. Desmodu~ 14 V 2 0 wurJc im S~ lmon e l . la/Mikrosomen-Tes t in Dosc n 

b:i .s 12 500 ~ t g p r PJ.at..tc an vier Salmonella typhimuriUIII J,T2-

t-1ut<mtcn a uf muta(_Jc ne Wirkung geprUft. Hi erb e i handel t cs s:Lc h 

urn die histidin-auxotrophen SUimme TA 1 535 , Tl\ 10 0 , Tl\ 1 537 u nd 

Tl\ 9 8 . 

2 . Do s e n b.is z u 1000 fl<J pro Platte fUhrt e n nicht zu ba~t e .c L . n ··· 

t o x ischen Effel t e n . Dj e G samtkeimza hlen bU.cb~ un vc r .Jn c! c 1 ~ t . 

Ein Wachst um s hc:mmung konnte nicht f c~ s tge stell:x werd n. Im 

dn .c- l.ibe r h i nau sg h e n len Dosisbe rcich wirkte che Subst r.t n :.-: s o •..;o hl 

c h n e al s CJ Uc h mit S-9 Mix nur sc h wach b~~ri.entoxisch , so cJ ,<B 

dies . r nu c b d ir1 g t: b is 2500 11g pro Pl21 tte z u r Dc: wertu ng h::ri\n

<r· zo ~-JE:' n v·c r d8 n kon nt . 1\b d _r Dosis 2500 ~lg pro Pl CJ ttc 1: 11 1 r·s 

z u Subst .)r,z prtizi. p j_ ti.onen, so dal3 die h oc hste Dosi s ni . l t <:~l ~ 

3 . l~s f'- n cl ;.: n . ich iHl S ·d monellil \ :yphimurium TA 100 l-iilH.;ei~_;c ,,u;: 

~i n c mutd gc n c l'iirkung von~eswodut· 44 V 20 . Hi erb e i lieD s 1c,1 

an Salrnolt e ll a. typhirau-t._i~n TA 100 eine bio l og i sc h relevc~ .:1t e 
Er hohun<J de r Mut.ant~ z hl n auf m hr als das Doppelte dcr 

jcwe iU.<Jen Negat~-Kontrolle feststellen . Die niedri.gst e 

eff e ktive reproduzierbare Dosis betrug hi.erbei flir Salmo c J J.a 

typhimurium TA 100 1 25 ug pro Platte. De s modur 44 V 20 muB 

dahe r als sch•,.,rach ab r eind _utig mutagen im Salmonell a/ 

Mikroso~·-Te st bezeichnet werde n. 

'?-
4. Die Posit).v-Kontrollen Er.do xanlfi\ und Trypnflav i n wirkt n d 8u\: -

~2h mutagen, wj e a us dem biologisch relevantcn P.nst.!. g d .>: 

~Mutantenkolonien gegenUber der jeweiligen Negativ-Ko n tr ll _ 

crsich tlich ist. 
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1 . Elt~LEITUNG 

Die Mutagenit~t suntersuchungen on Desmodur 44 V 20 erfol~Le n 

mit de m Salmo n J.lo/1:-likros ome n-'l'esl: nach Ame s e t ol. ( 197 3a , 19 7 5 ) , 

der b . sser unto r dem Trivialname n Ame s-Test bekannt ist . 

nei D smod ur 44 V 20 ha n de lt e s sich ~m e in Produkt der Spa~te 

PU , dessen Wir kstof f auc h die 1\ur z b eze ichnung MDI crtigt. U 

Der Salmonella/~1.i.krosom .n-•re s t ste ll t eine t-le ·thode zu ¥>c r een j n g -

Unt · rs uchunge n a uf die punktmutar:re ne \hrkung che mi4-c her Ag - n &i .:.: n 

in v itro dar. De r Nach\,·e j_s so lcher Effekte erfo l9(;; an Ctnxot ro t1! ~ c n 

1-1u t. ;:;. nt c n von Salmonella ty l h i murj_um . Ili e~·z u wi~ di o Ri.i.ckmutul.. :i. on f· · 

rat z ur Proto trophie in Negat iv-Kuntroll e n tmd i3 e handlun g s<JT Up p <2 n 

un t e r s uc ht .. Aus in •r .::tusre iche n d e n Erhohu~J dieser I<a te in J e n 

Be h a n dl un gsr:r ru ppe n l af3t s i c h di1 nn a uf eine mut a(_Je n e l'lirk i.l ll<J ~_;c hl i\~ r; 

De r S ~ugers 'coffwec h se l, der i n d er c ll em i sc hc n lvlut agf'! ne se v on crr o ~c· 

B~ de utu! g i s t , wird hi e rbe .i. du rch~ie 9000 g -·FrakUon voii homog('ili

s i erte n Stiugcrlebern simulier t .'?'z.usammen m5..t Cofaktoren b:il c.kt c.l .",: · 

d~n s g . S-9 Mix , d e r das e ~en tl:i. c h e Stoffwechsel!w>d r~ ll in c:i .icse!'l 

V . r ~ u~ h d arste ll t . ~ 
-l... 

Di Me thode :~e lbst mu~_a l s sehr se nsibel b e trachtet werden 

(Herbold et al . 197~ 1978 ) und ist fi.ir schne lle Scree ning

Un ter s uchunge n durchaus ge e ign e t. Nac h d e n vorlie genden Ptib 

likationen b es t e ht ein c hohe Korre l at i.on zwisc hen mutage ne n 

bzw . nichtmutag e n e n Befunden im Salmonella/Mikrosome n-Test und 

carcinogen~ respektive nic ht c nrcinogener Wirkung der unte r

s uchten SUbstanz (Mc Ca.nn et al. 197 Sa , 1976; Purchase e t a.l. . 

1976 ~1978). Der Test stellt also auch ein gutcs System zum 

Sc1.~ning auf carcinoyene iVirkung dar , wobei man se ine E.::-g b-· 

n-±-sse jedoch n.i.cht i.iberbewe rte n so ll ·te , d~ diese hohe Korre l ;-l-Lions--· 

«:>~ate nicht fi.ir alle Subs·tan zgruppe n gel ten di.irfte (Ames , p e s . 

Mitteilung). 

Studie Nr.: DESMODUR 44 V 20/ 00 8 
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2. METHODEN 

2 .1 Sub stc n ze n 

a ) 'l'cs tsubstan z : Des iT\o dur 44 V 20, Pt. 1010 79 , ein t.chni sc: hes 

Ge mi sch, d e sse n H~up tb~standte il die Summe nf orme l C r H , O,N . 
1 :) 10 L- . 

und d i e Struktur 

oc -0H2-@)-Nco hes itzt. 

b) Posi tiv-Kontrolle n: 

1. Endo>:an (/\stet ), Pt . 834 3 , e i.n verbre ite~ Zyto:;ta'... ikui~ I , 

dcssc n \v irkstoff Cyclopho sphamid if'. aikyU.erc~ nd cs t\ ':,i :' lJ ' ' 

--\ 
un d b e k an nt - s Pro rnutage n darst:e llt. 

~ 
2 . Try p c..f la v in (Roth ), Pt . 02 82995 ,~er Wirk stoff des Pc1 ri· · 

f l avin s und Rivano l s, c in Frame s h iftpromuta gc n. 

r,l s I n 3 j ka ton~ r. z urn Pu nk t: mutilg en i tat.s nac ll1·1e is die n t: e n 

Jii st i d i nma Pg e l mut · nte n von Salmon e lla t yphimur ium LT2 . 

Di sc wu :r den s p ez i e ll<f;(}f d e n Sa lmo n e lla/ Hkrosomc n ·-Test 

selck·tie rt. Da s ich~ u:1ktmetationP n in z we i Grundklasse n 

gl iedern l assen - ~ascnpaa rsubst it utione n und Framc sh ift.

mutatione n - k a~n meh r ere 3tamrne z ur Verwe ndung, d urc h 

die beide Type n e rf a Bbar SJ.n. d. D .~ . . s wa ren die v o n Ames 

et a l. ( 197 3b ) selektierte n Stawme Salmonella typh imur ium 

TA 153 5 und TA 15 37, sowie die v on McCann (1975b) 8 nt

wickel fan Salmonel la typhimur i um TA 100 und TA 98. TA 1 53 5 

und .fA 100 t rage n hie rbei die Base npaarsubstitution hi s 

~6 , wobei TA 100 zus a tzlich noc h das Plasmid pKH 10i 

«.ent. alt . Diese r R-Faktor , der au c h in 'l'A 9 8 e nthalt:cn i s t. , 

--\ codiert eine Ampicillinreristen z unci soll die Sens:i.t.iv it"l. 

«::> ~ der Stamme erhohen . Tl\ 153 7 tmd TA 98 tragen Framcs h:i.ft -

marker . Bei TA 15 3 7 ist dies die +1-Hu.tante his C 30 7G und 

bei TA 98 der +2-Typ h is D 3052. 

We iterhin be s itzen alle Stanune noch zwei weitc=re Eigen

schDften gemcinsam, du r ch die ihre Sensitivitat crhoht 

werde n sol]. Einers~ it s sind sie deep rough, d.h. ihJ:e 

Lipopolysac~harid-Seitcnketten sind teilwei.su nicht vor

handcn , so daB auch groBere 1\loleklilt:! in das Baktr~l: .iurn e jJKl.: ing'::n 
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und Mutationen e r ze ugen konnen. Andererseits ist ihre uv
repair so gestort , daB Sch~de n, wie sie auch durcl1 UV-Licht 

aus<Jel os t we rde n ( z. D. Th y:Tlindirnere ), ni c ht me hr b e ho bc n 

wcrden k b nn e n und somit als Mutatio n e n mani fes t we rdc n. 

Ba k tericnkul tu r en wu r d c n n a ch d e n Vorsc hrifte n von n~es ~ta l . 

(1 973b ) und l'lcC c.nn e t al. ( 1975b ) h c rgeste llt. und b ei -80 °C 

in 0 , 5 ml Portio n e n gelage rt. Zur Benut z u ng wurde pro St umm 

einG Po rtion aufge ta ut u nd da.von j e 0,1 ml in e in Rt'S.i9rc hc r. 

mit 5ml 3 '7 °C wanner Nutrient Broth UberfUhrt . 

' 
2 . 3 S -9 l'~i · 

' / 

")--. 

Zu.1.· \1 -~ r -· toff\.;ech se lung dicnte S-9 1'1 ix, d~ a u s d e n Lc b e rn vo n 

mJ.ndes t c n s 6 adultc n mJnnliche n Sp rag u : Dawl2 y Ratte n , c~ . 

200 - 300 g s ch i·Jer , he rgeste l lt wurde . Zur En~y~ni n dukti on c ;> 

hielt-. c n di · Ti . r c 5 Tage v o r der n u fnr b e itung e in e ei n z i ·::w 

int.rape ritone al e In~cktion nr,oclo t· 1 25 4 in ein e r De-s i s v o 1. 

5 00 mg/kg 1\o l.· pc ,~<J ~ \ ic h t , g c) :;,_o'S't in Erdnuf3 c l. Dj.e Ti ~r. vmnl n 

nt sp :cec h e nd den l\ nga.be n von Ames e t al . ( 197 5 ) a u fg0n rh.: i te l 

un d d j.e S-9 Fraktion be~ -80 ° C in 10 ml-Port ion e n g8 l ugc1.t . 

Zur Vc~ rw:' ndung wurd~p C!iese Po rtj_o i·,c n in Ei s was ser lan g s am 

a u fgc t.au t . Der S - 9, _1\lix wurde frisch b c reitct (Am2s c t al . 

1973a ), wobe i difi S -9 FrakU.on aus der Aufarbei tun g vom 

17. 3 .1980 stcr!Unte und zu 30% im fertigen S-9 Mix c n t h a ltc n 

war. 

' '\ 

2 . 4 ' ';- su:tt§durchfiih r~ 

Die Vers uchsdurchfUhr ung e r fo lgte n ac h Ames e t a l . (1 97 J a , 
( 

1 75). Zur Muta ntenb est i mmung wurden pro Substanz un d Dos.is 

je 4 N~hrb6den p ro Stamm benutzt . Al s Negativ-Ko ntro llc die n te r 

ebensovie l e Platte n, wobe i diese mit dem Losungsmittcl h1c 

Testsubstanz be sc hickt wurde n. 

Zur Gesamtkei~1estirnrnung dienten in allen Gruppen j c 2 Pl~ttc n . 

Die benutzten Bakterie Jasu spensio n en stammten ~us 24-S t un ~ e n

Kulture n in Nutrie nt Broth, die b ei 37°C b ebrUtet worde n 

ware n. Zur Ge samt k eirnbestiwmung die nte hierbe i eine Ve:::::-di.inr:u u g 

der Stufe 10-6 . 
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Alle Gruppe n wurden mit S-9 Mix versehe n; zus~tz lich wurdcn 

auc h ohne S··9 Mix untErsucht , urn eventue lle En tgiftungcn durc h 

de n Stoffwec hs e l zu e rfassen. 

Na c hdem di.e Pl a tte n 48 Stundcn be i 37 ° C in kulJ i e rt worde n wa rcn, 

wurde n s i e aus gez~hl.t . 

Es wurden f olgenae Do sen pro Platte jm Ha uptve rsuc h unte r s uc h t : 

J.l9 pro Plat t e ,-- \ 
' ... 

1 . Neg ativ-Kontrol l 0,0 \"' 

2. Desmodur 44 v 20 125 00 , 0 <:!.-:-

3 . Des mod ur 44 v 20 25 00,0 X-
4 • Dc. smu dur 4 ti v 20 500 , 0 

\-
5 . De:smodur 44 v 20 1 0 0, o,o 
6 . Des modu.L- 4 4 v 20 2 01 0 

7 . Positi - Kontro l l e Endoxan 4 35 , 0 * (nur 'I'A 1535 W1d T/'. 

8 , Po s i tiv - 'ontrolle 'l'rypaf lav:i n 200,() (nu r Ti\ 1537 und Tl\ 

Die Dose ct - r h1 i c de rllu 1ungs.:'_eKuchc l assc.!n sich aus de:~ 

'l'·l b c ] l c.' n 5 b is 8 cntn c hmen . 

1U0 ) 

<;G) 

l\l s I,ij sur y s mitte l client; - fU.L- De srr,odur 44 V 20 und Trypa . l <.1 ri l"'. 
"' · 

D 1l~:o sov-7ie f Ur Endo x.un e n t miner.:.tl i sier t.es \<ic:.sscr. 

Di e. Unt -rs uchung.: n erfo lgt2n vo n l'-1 ~::-z b.is Ap .:- il 198 0 am 

ln s titut flir Tox ikologie . All e Rohdate n be finden s ich im A;:- chi. \1 

di se s Ins tit uts . 

2 . 5 Be wcrt(Jjjg der Erg e bnis_se 

Als p.ositiv gilt einc reprod uz i eJ:bare do sis a bhi-ingi ge Erhol un g 

~r Muta nte n za! l e n In inde ste n s <i nes Stan~me s, wobei in C:!t l·ta cLts 

' <' 1 , ~oppe te der Negat iv-Kontroll e e r r eic ht werde n so llte . 

~ e ntspri c ht 300 , 0 J.l9 Cyclopho s phamid 
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3. F.RGF.BNISSE 

Die Mit~clwerte der Pl ~tten pro Dcsis sj.nd aus de n Tabcllcn 1 

his 8 zu c nt nehme n . 

Wie sich hieraus crsehe n l ~Bt , ergab s ich kein Hinwc is a ~f einc 

b uk ter icntoxische IHrkung von DesmoC!ur 4 4 V 20 in Dosr~n J)iS 
' " 1000 ~g pro Plat te . Di Gesamtkeimznhlen erbrachten fU r jicsc 

>-
Konz ntc ni: ione n immcr die gleichen VJ rte wie die Ncgafj v -

Kon r oll n oder diffe l·ie rten nur un \\'e S ntlich und '1Jj_olo']"i. s c i 

irreleva nt . Einc I.Yachstumshemllluno,:r konnte ebenf .. x/t's n icb l: fcst -

gC'ste ll t. wc rde n . ll ohere Do se n wirkt <2 n sowoh l '?-oh .1e als .:.1uch mii: 

S-9 Hix nur s chwa h bakterientoxisch und "'~ei1 dahe r fi.ir ei n C' 

Be urte ilung nur be dingt bi s ~500 ~g pro Platte aussc hl nJ'] e bcnd . 

Ab 2500 11g pro Platt kam es j edoc h zu Substa n zpr lizipitn tjoJ 0 n , 

S(J d al3 cUe hoc hste Dos :L s nicht au_s\'JC'rtl.Jar war . . /' 

Iht. z1vc .i.. de:>r v i l!r verv;cndc t E.: n S.·t.arnme J.i e B sich e ine Er h "ih; r.q 

de r tvlu tc::nt e n za hl c:! n <-~ uf me hr ~ als i' ~ ·- Dorpelte d(:; r j ewei l i. ~w n 
, I_ 

Nega t iv-K0Jttrollc festste~le n . Be i die s n Stammen handcJte cs 
' 

s i ch um Salmone lla 'c yph-:i!murium 'l'A 100 und TA 98 :Tabellcn 2 und .) l 

Die Vcrd oppclung a n . Salmone lla typhimu rium TA 98 konnte 11icht 
'" 

bestatigt werden (Tabe lle n 6 und 8) und ist somit als zufall s -

bedingt zu betrachten . 

Die Befunde an Salmonella typhimurium TA 100 wurden durclt den 

Wie de rholuh'~ sve rsu~ h besti:itigt (Tabelle 5 ). 

Die nied~1gste effektive und reproduzierbare Dosis l ag hie r b,_i 

fi.i.c ~lmonella lyphimurium TA 100 bei 125 ~g pro Platte {T l~c :!..l c 

f>o9q.tive Defunde crqaben s.ich nur mit S-9 Mix. 

Zus~tzlich wurde noc h ein Wiederholungsversuch oh e Losung s in i tl~ l 

durchgefUhrt urn eve ntuell e Reaktionsbee influssungen durch dn · 

Losung smi tte l zu UberprUfen. 1ierbei kam es entgegen den On l r

suchunge n mit DMSO bereits i n niedrig s ten Dose n z u r Bild ung vo1~ 

kugelarlig e n Figuren auf den Platte n. Da sich diese Tro~fcl1 n 

mit einer Polyharnstoffhaut Uberziehcn , rnuB davon ausgega ng~n 

wt.:rde n, daB di e Sub stanz bci d.iesem Ve rsuch nur in sch;_ gc rin g'"-r' 

Mengen frei zur Vc rfUgung stand. 
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Wi e sich au s Tabe l l e 7 e n tn e hme n l~Bt, ergab s i c h auc h h i cr 

im s ubtoxischc n Bere ic h e in 1 c:: i c hte Erho hu n g d e '~ Mu. t anten z a hlcn , 

1lie j edoc h nic ht mit d e n vJirkungen a n TA 10 0 au s Ta b e ll o. 2 ur. d 

5 unte r Verwe ndung von DMSO v crg l e ichbar is t. 

Di - P ·s it.iv-I<on t r ol l e n Endoxan(il' und Try)?aflavin P. rhuhte n rl.i c Za h l 

d e r Mut a nte n weit Uber die Neg tiv-Ko ntro llen und zeig l e n s o reit 
r 

die Se n s itivit - des Sy s t ems un d d i.e Aktivit~t d es S - 9 ~Px , 0~ 

sic zu r mu ta.ge ncn Wi.rkun q wc itc. 'll'~ n d der me tabo li sc llc n ll.kl: .i ' :i ( ~.r:• l:VJ 

b dtir.fe n . 

-

,.., 
' 
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4 . BEUR'l'EILUNG 

o smodur 44 V 20 fl.i hrt c im Sa lmon e lla /111ikro.;ome n -Te::;t n <1c h Vc r

\v - ndung v o n flus n bi f; 1 25 00 il9 pro Platt erst a b 250 0 Jtg pro Pl.:.1tl 

sowol1l mi- als a uch ohnc S - 9 Mix z u b a ktc rientoxische n Eff kt en . 

Ni cd.cl<J<' e Doscn Hi! rten nic h t Z'' e i n r V . rminde rnng des T i .c:r:> 

oder u s Background~¥ · chs urns . l\b 2500 ll9 pro Platte k:Jm .et:; j P.d'.) h 
'. 

z u ub slanzpr ~·zip i.tn. Uonen , so de f3 die ho h s Le 0 , i s n-;hcht au ::;-

\v rtbar \v~r . 

Di - Aus\ler ·ung d r ein zc lnc n Dos i sgruppen rga b fi'j_n sic l tlich d:·.•: 

[Ur i • l3eUJ7tei lun wich · ig · n Param'2ter (Dosisc · e kt , V rdop v.• 1nn~Ji 
~ 

n Sa l1110n " ll typh irr.ur · um Tl\ 1 0 0 k laJ: e b io l..~g~ sc h r .levan te Un tc L- -

sc hiccc zu den j "" wc ilige n ega iv-KoJ roJ len , die al s mui.: J<:? n C! 

E:ff klc von Desmoclur 114 'J 2 0 z deulen sinu . Da h.Lerb 'i d.i. e 

ni dris<:a-.0 n fft: k tiven un cl r -. procluzic r ba r n S·.·."·•:: n i m l'icc1ri gc;n 

Dos.i.o,b e r c i ch .~ g.n , ic rnntagenc W"i rkun a b J." J.c:l. -'-:-;1 · .. :~ a n __, 

S .lmo n ( ·1 la · yph .imurium Tl\ 1 00 Z \ 1· bco b J. ht c n \v c - I mu B Dc .-. modur 

44 v ~0 als sci ·:J.::tch aber r:indcu tig mutagen i.m Salmont:;lJ I 
-

Mikros0mcn - Tcs . bezci .hnet worden . 

Die 1 u r als extrem s~hw mu agcn • bis nich t mutage n ~ z u 

b cz . j <..:hn nden Er ~rcuniss olm rmso lass n zwei E;: l lii r Ui19 S

mog l ichkc.Ltcn offnn : 

1. Di Sui stanz bilde sofort nac h Ein oringen i ns pol a rc 

M:i.l ' u 'rropfch n, di ~.:: sic ll mit cin .. r Poly ha rns toff haut 

Ub rzi hiin uncl so fUr d n V rsuc h nicht me hr zur Ve r f \.i gung 
",'-., 

s nlen . Eine so l ch R aktion konnte mj_t DM 0 nicht bob-

ac ·e t w rd n. 

2 . Die bci dem v rs u h 111i Losung.,mittc l <; UgL'.! geben e 1'1 ngG 

DMS 0 konn t ' in der L g " s ' n 1 die Umsetzunqsw ise vo n Dec.;

modur 44 V 20 u b ~ inf l ussen , s o dal3 e i n anclerer Sto f v1c . !J~.>cl-· 

we g i ng sc hl gcn wird al s di s o hne DMSO der Fa l i s 

W•lch d r b ide n Moglic h k itcn zutri f ft , L ·t anha nd d e r Er

gebn isse nicht z u sagc n . 
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Die Positiv-Kontrol le n erh~ht n trotz d e r ei ng se tzten n iad~igen 

Dose n die ~1utan t n za h l e n Jd , r i.ib e r di Negat.iv-Ko ntro ll c n un d 

z -·ig t e n d ad ncc h eli hohe Sens itiv it iit des Syst cllls . 

Au .fgrut c1 dicsc r Se t s itivittit konnten j :n Sa l mo 1e lle/ M:i .k.ro f·o men -· 

Tes t kl a re liim..; i se a u f sc h1v <1 ·h e mutaq ne Eff ktc ro n Deo.mo<.h.t t.-

44 V 2 0 in be1.ve rtbar n Dosen bis 2 500 ll9 pro Plat te a n Sn lrnonc lJ c 

tyJ? himurium 1'1\ 100 gefu n de n we rde n . 

- ----- ---
Pr .f . Dr . D. Lo · J< 

In ~;t i · uts l iter Ver s u _hs l e· t r 
v 

g c p ri.ift 

lr.sL f. Tuxi kolos ; ~: 
\ 

-~ 
A.rd1iv 

z ~ - 07. 80 

--
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~ 
D o s i g. 

in 
l.:g p!'o Platte 

Salrnonel la /r-Iik.ro~; o:ne:: -Test mit Des:nodur 4 4 V 2 0 

an Salmc~ella ty~him~ri u:n TA 1535 

Gc s amtl-;:e i mz a hl 

pro ml 

) • 4 I 
- - -

(. • 
I 2 9 4 , 9 ,-1 

I - ,.-, 
282, 0 

I 
-

3 0 8 , 3 

232 , 0 

--
24 0 , 5 

* mutagene~ Ef£ekt 
* * * 3ac i ~ ~FOU!!::i·.-;a chstu:n ( S) 

Tabe l l e 1 

N/ P Deh::mdlunR 

M/P Negat iv-Kontrolle 

0,69 

0 , 74 

0,82 0,64 

0 , 85 0 ,64 

/. 

(:. 
-> 



Salmonella/Mjkrosomen- Tc st illit ~~s~~dur 44 

an Salmone lla typhi~urium TA 100 

I 
---

I ,~ 

D o s i s Mutanten I Platte Ges a:ntl;:e imz ahl I 

I in ·I (r·J/P) p r o ml 
I ~g pro Platte I 

'·. j 

I 

+ S- 9 Mix 1- S- 9 Mix X ! (l 8 I ! 
i 

I 
I 

I 
I 

12500 nic ht ausw:rtbar ---i ... 

~ r-- I ' i 

L 2500 31618*** 
I 

13015*** 2 1 , :, l 
I 

500 5 41 1 0 I 1 31 1 5 .I 7. 0 . 1 I I 

. ' 
I 100 29613 I 120,0 { ~\3 1 4 

I 
! 

I 

I 20 124 , 5 I 9515 2214 
I I 

Negativ-Kontrolle I I 
<)l 

11 91 8 10915 24 , 4 
0 I -1 

I 

- . ' . .-. - -- . -- -: "": - ! I Endoxan 4 3 5 t _37010 i 15015 J 
* mut age ns r Effekt 

*** Ba ckgroundwachst~n (5) 

20 

Tabelle 2 

fft, / P Beha nct l un g 

M/ P Negativ-Kontrolle 

+ S-9 Mix l 
i 

2 , 64 * 

4152* 

2 , 47* 

1 1 0 4 

1 1 0 0 

,-<:- { {)~* 

p 

-1 
....... 
\..:.' 

I 
I 

I 
I 
I 

L 

I 
I 

I 
I 

- S-9 Mix 

1 1 1 9 

. 1 120 

1 1 1 0 

0,87 

110 0 

1 . 1 7 

I 

I 



r-
I D c s i s 

in j 

I IJg pro .Platte 
I 

I 
I 
I 125 0 0 

I 25CO 
I 
I 

j 
soo I 

i 

I 100 

~ 20 

Negativ~Kontrolle 

l Positiv- Kontroll e 
[ Trypailavin 200 

Salmonella/Mikrosornen - Tes t mit Desmodur (4 V 20 

an S~lmonella typhi~Jr ium 7A 1537 Ta oelle 3 

----~--

I /P Beh:J. nd lu:1p; 
... - I • ~ • ...... 

Mutanten . 
I l -

-7 (r~/P) 
I • p ro ml I M/P ~ega~ ~v-K on~ro~~e I I . I ' ' l 8 

+ S- 9 f1ix I + S-9 Mix 1- S- 9 Mix l X 10 - S-9 rux 
I 

I ! I ~ic~t a~swertbar 

'.' l I 

' 

4,8** * 
I 

5 s•••" j 190 , 2 I 0 ,53 I 0 :6 9 

I 
, , 

I A 
I 

1 0, 3 I 4, 3 
I - /) 19L. , 6 i 1 , 1 4 I 0,54 ! 

I 
I I I 

I 
I 

' 5, 3 2,8 -~17 , .~ 0 , 59 

I 
0,35 

I 
I 

~ _ 0 ,70 -
6,3 I 3,8 200 , 9 I 0,48 

I 
I I 

I I ,)) 
9,0 8,0 I 180 14 1,00 

I -1

1 
~.oo I ! 

1353,5 I 140 I 5 
I I I 197 12 ,'S 9 -0 * 17,56* I ~ 15 => 

* m~tasene r Effek t 
*** Ba c ksrcJnd·,;ac lls tur:l 0 



Salmonella/Mikrosomen- Test mit Desmodur 44 V 20 

L an Salmonella typhimur i u m TA 98 Tabelle 4 

'' 
-;-·· i 

I D o s i [; Mutanten I Platte Gesamtkeimz ahl ~1 LP Behnr:d.lu_!l& 
in -'/ {)l/P) 

~g pro Platte pro ml i M/P Negat iv-Kontrolle 
\ > . I 

I 
+ S- 9 Mix 1- S-9 Mix 

I 8 j· + S- 9 Mix j X 10 - .S- 9 rux 
j 

12500 I nic h t a ~ swertbar I. I 

I 

I : I 
2500 50,5*** 

J 
18,0*** 341,3 0 , 93 0,58 

I 

I 120,3 I 28, 5 
1 

324 ,0 2 ,21 a) I 0 ,91 500 
l 

I I 
1 00 63,3 21 , 5 ~5, 7 1 , 16 0,69 

I l 
I ' 

I ! 
0,77 I 0,83 20 42,0 26,0 280 ,2 ·I 

i 
I (t~ I 

. ~egativ-Kontrolle 54,3 31, 3 389,9 --1 1 , 0 0 I 
1,00 I o ! 

1 I ~· I 

Positiv - Kontrolle I I I 1660,5 21,5* * * I 399 , 9 I -3,f; , 58* 0,69 
I 

Trypafl.:tvin 200 . 

* mutagener Effekt 
*** Backg r ou;<cv.·achstum ( 5 ) 

-y 
\ .. } 

a) siche Abs ~ nn itt Ergebn isse 



Salrnonella/Mikrosomen-7es ~ mit Desmodu r 44 V 20 

an Salmonel l a ~yphinuriu~ TA 100 Tabelle 5 

1 . \-'l iederholun g 

r , I I D o s i s ~~ Mutanten I Platte : 
. I 
1.n (M/ P) ~g pro Platte · I 

+ S-9 Mix I - S - 9 Mj.x ! 
I I 

Gesamtke i wzah l 

pro ml 

X 108 

r 

!v1/P Behandlung 

M/P Negativ- Kon t rolle 

I + S - 9 Nix I 
i 
I 

- S-9 Hix 

1 0 0 0 I 1 5 3 , 8 I 'j 
! I 

191 , 9** 1 , 3 1 

~--- ---- ------ --~-- -- _1 ______ ---- , •. 
I 500 I 144,5 I 
' -- --- -- - ---- - -- - L - - - I ! 

281 , 9 1 , 2 3 

l 230 I 493' 8 I ----- -T------ ~ C £e6 ' 6 

r 
1 

• -----

12 5 455,5 l 284 , 7 3,88* 
I . 

4 , 21 * 

!N~gativ-Kontrolle (/ 
1 , 00 i 

I 
11 7 , 3 2/ G, 3 123,0 1 ' 0 0 - < I o 

i Positiv-Kontrolle I Endoxan 4 3 5 
374,0 1 61 , 0 276 , 4 

-r---.---
_~ ___ _ _LI""'-'_L3,~i9*_· • ~ . / ) L 1,31 I 

J 

* n utagener Ef fe~t 
~* ba~te ~ ien~ox i ssher Effekt 

l _, 
I 

'--



( 

Salrnonella/M i krosomen - Test mi t Des mcdu r 44 V 20 

D o s i s 
in 

IJ.9 pro Platte 

an Salmone lla typhir.n1:::-i um TA~ 

.) 1 . ~-heoe:::- i10 l uns 

~ 

I 

·- :> 

Mutanten I Platte 

(M/P) 

Gesarntke i mzahl 

pro ml 

+ S- 9 Mix 1- S - 9 ~ix 
Y. 10 8 

29,5 I 

I 1000 ' I r ~ 
2 47 , 9 

. 
500 I 34,0 

l I 

I 

2 5 0 81, 8 I I C'2o3, 4 

Ne gat iv- Ko n t rolle I 

i 53,0 34,5 203,9 
0 I 

! /' ) 

I 
-... J Pos itiv- Ko ntrol l e 

803 , 8 9,0*** l 158, 3 -1 I Trypa flavin 200 
L 

* mutage ner Ef fek t 
*** Bac~grcundwac hstum (5) 

Tabelle 6 
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